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　　　In　order　to　clarify　the　meehanism　of　actomyosin（AM）一ATP　system，　the　effee七s　of　Thoule七’s　reagen㌻
（T．　R．）　on　the　precipitation　of　AM－ge，1　and　on　the　aetivity　of　AM－ATPase　were　studied　under　the　eoriditions
of　O．16　M　KCI　and　pH　7．5．
　　　By　low　coneentration　of　T．R．　（10一‘；t－10一“M｝，　the　precipitation　of　AM　is　slightly　aecelarated　and　is
strengthened　remarkably　with　the　．inerease　of　the　T．　R．　eoncentration　over　．this　range，　up　to　10－2M．
When　concentration　of　the　reagent　rises　over　10－P・　M，七he　plug－formation（already　reported　by　Ochiai＞
can　be　observed．
　　　Superprecipitation　is　inhibited　with　inerease　of　the　T．　R・　whieh　coexists　in　the　solution　up　to　2×　10一’i　M．
When　the　concentration　of　the　reagent　increases　beyond　2×10一“M，　the　plug－formation　of　the　other　type
ocdurs　again．’This－plug　is　considered　to　be　caused　by　the　effeet　of　T．　R．　itself　whi　ch　appears　irregar－
dless　of　’the　coexii’tenee　of　ATP．
　　On　the　other　hand，　the　ATPase　aetivity　o．　f　AM　is　inhibited　by　the　T．　R．　remarkably．　This　inhibition
curve　by　T．　R．　can　be　eonsiderd　to　correspo．nd　to　the　first　order　inhibition．
　　．　From　the　results　stated　above，　it　was　emphasized　that　the　contraction　o£　AM　induced　by　T．R．　is
quite　．diff’erent　from　that　AM－ATP　system　through　the　disturbance　of　the　physical　properties　of　AM
rather　effeetively，　than　through　the　inhibitioh　of　ATPase　aetivity．
　　　glycergl筋がadenosine－triphosphate（ATP）により収
　　縮を起す亭実はactomyo5in君el（AM・gel）における超沈澱
　　現象とともに生筋の収縮と対応するものとし．て考えられて
　．いるが，何れもAMとATPとの相互作用に基づくことは
　　幾多の研究1）嚇により確められ．a“る。　しかるに最近，
　　glycerol筋及びAM－threadがThoulet，s　Reagent〔T．R）7”s
　　に．より短縮することがし．Varga9），　K：．　Lakiif’）等により報
　告せられるや，post－energizationの立場をと．るM．F．　M6一
’rale串1　D一派は，この；事実をAM・系の収縮がATPの分解
　energyを必要としないentropic－eleetrostatIcな機購iに
　基づくものであろうという自己．の．．見解の裏づけをなすも．の．
　　とした。
　　　しかしながらこのT．R．によるAM系の短縮に就いて落
　合12）一：i．「））は，AM－gel及び．glycerol筋において詳組1に検
　討した結果，AM系のATP収縮とは自ら異なる作用機構に
基づくものであることを明らかにした。
　その報告の中で落合1：ll．まglyc3rol筋のATP収縮が低
濃度のT．R．により阻害されることを指摘したが，　AM－gel
の超沈澱【）・16）噂19及び，AM－ATPase活性2D卿23、2s・：”’　！br）に
対するT．R．の作用に関しては触れていない。
　故に本論文ではgly6erol　・筋の上記成績と呼応しつつ，
AM－ATPase活性並びにAM－gelの超沈澱に．おけるT．R．
の影響を検し，AM系に対するT．R．の作用機構を解明せ
んと試みた。
実験．方法
　1．実験材料
　　1．Myosin－B：8．O　mg／cc前後の0．6M　KCI溶液，　A．
Szent－Gy趣gyi3）の方法に従い！家兎筋肉．より抽出し，　Green－
stein＆Edsa1139・）の方法に従って3～4回洗條を行なった。
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蛋白濃度はmicro－Kjeldahl法により，　factor　6．25として
測定した。
　2．ATP：A．　Szent－Gy6rgyi2）の方法により抽出した
Ba一塩をK：・塩に置換して使用した。
　3．T．R．：Laki＆Bowenlo）に従い1．OM　KI溶液中に
0．5M　HgILiを溶解したものを0．5M　T．R．溶液とした（稀釈
液は沈澱を生じ易いので使用の都度稀釈使用した）。
　4．脱イオン水：蒸溜水は更にイオン交換樹脂に二より
脱イオン水として使用した。
　5．Buffer　：pH　7．5のMichaelis」天veronal－acetate
buffer，　pHの測定は硝子電極pHメーターを使用した。
　II．窯験操作
　A．沈澱に関する実験
　a）AM－gelの等電沈澱’ZJ「）に対するT．R．の作用
　反応混液：myosin－B，　T．R．　KCIの終濃度がそれぞれ1．5
mg／cc，10－t3～10－2M，0．16Mとなるように二力「［え，　bufferは
0．5ccを用いて総量2．O　ccとした：。
　操　　作：T．R．を除く反応混液，及びT，R．を別々に
20℃で10分間prejncubateした後，反応混液にT．R．を添
加して沈澱の状況を7時聞に亘り観察した。また比沈澱容
積｛1）は反応開始後24時闘で遠心沈澱（r．p．m．900・2min・）
を行なった後に，その沈澱の高さから求めた。即ち次式に
よった。
　　　　　　　　　　　　Heightof　preeipitated
　Relative　preeipitated　一　．一　7　．gg！11uummnm（e”mr）．一
　　　　volume．　　一Heigh七〇f　reaction
　　　　　　　　　　　　　mixture　colurnn　（cm）
対照としてT．R．を加えない一合も行なった。
　b）超沈澱に対するT．Rの影響
　反応混液：myosin－B，　A．TP，　T．R．　KGIの終濃度をそれ
ぞれ1．5mg／cc，5×10－4M，5×IO　6～5×10－2M，0、16Mに
なるように加え，bufferは0．5　ccを用いて総：量2．O　ccと
した。
　操　作：ATP及びT．R．を除く混．液を200Cで10分艮日
preincubateした後，予め同様に処置せるATP，と皿R
の混液を添加して沈澱の状態を7時聞観察した。
　此沈澱容積の測定はA．a）と同様の操作により求めた。
　なお対照としてT．R．を加えず，　ATPのみのものも観察
した。
　B．AM－ATPase活li生に関する実験
　a）AM－ATPase活性に：及ぼすT．R．（10－4M）の影響
　ATPase　Activityの測定は21）｛24），27），　myosin－Bは1．O
mg／ccとし，その他はA．　b）と同一条件のAM溶液を作
りATPと別々に20℃で10分問preincubateしたる後
ATPを添加して反応を開始し，一定時間後5％trichloro－
acetie　a，cid　ig加えて反応を止め，その濾液2．Occについ
て含有する遊離PをFiske－Subbarow法26）により呈色さ
せ，光電比色計（平間式Filter　D［｝55）で測定した。同様に
してT．R．（10－4M）共存下におけるAM－ATPase活性の
time・courseを測定した。
b）T．R．によるAM・ATP薦e活性の阻害曲線
　A．　b）と同様にAM溶液を作り，　ATPの終濃度は5×
10－4Mに二なりT．R．は5×1r6～10－3Mlに二なるような：ATP
とT．R．の混合液を別々に20℃で10分開preincubateし
た後，前者に後者を添加して4分後5％trichloro－ace七ic
acidを加えて反応を止め，　B．　a）と同様の方法で遊離Pを
測定したる後下記の式を用いて阻害曲線を画いた。但し，
Hは阻害度，VeはT．R．　C→及びvはT．R．（→う時の反応速度
を表はす。
　　　　　　　　　　　　v　　　　　　　　　且＝1一一L
　　　　　　　　　　　　vo
以上の実験を通じてT．R．中のK－ionは反応混液のKCI
の終濃度には加算されていない。
実験成績
　実験1．沈澱に関する成績
　A．AM・ge1の等竃沈澱に対するT．R．の影響
　a）AM－gelの観察（対照）：O．16M　KCI下のAM・gel
は外観上blue－tinge半透明の蛋白液で，一定の粘度を
示し4）・「｝）・｝6）”’　’1　9’），短時聞では容易に沈澱しないが徐々に沈
澱し上部に透明部分を生じる（Fig．　1，　a．）。
　24時間後遠心沈澱の比沈澱容積は大概0．9を示す。
　b）T．R．を添加した場合：T．R．濃度10’9Mまで極め
て微細なturbidi七yN）が認められ沈澱も極めて僅である。
2×10一一4～10－3Mまでturbidityは漸増し沈澱も強加し，
7時聞後5×10一．IMで軽度のplug－formationi4）が出来た
り出来なかったりする（plug（±））。10－3M以上では約10～
30分でformationを完了する（plug（＋））。
　色調は5×10『4Mまで対照とあまり変りがないが，10－3M
以上でややT．R．の色調をとり，即ち淡黄汚色を示して来
る。plugはjelly－likeで，　T．R．の濃度に伴ない短縮が強
くなる。
　以上を遠心沈澱することにより得られた比沈澱容積が
Fig．2，　a．）である。
　図に示す如くT．R．が10一蟹以下ではその沈澱は対照と
著明な差がないが，2×10－4M以上では沈澱はT．R，の濃
度の増加に伴ない強くなる。
　明瞭なplug形成は10一・3Mであり，その部で比沈澱容積
はおよそO．35を示す。
　B．超沈澱に対するT．Rの影響
　a）超沈澱（対照）（Fig．1，　b．）：ATPを添加後直ちに
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Fig．　1，　a．　Eft‘ect　of　Thoulet’s　reagent　on　the　isoelectric　preeipitation．　，　・．
　　　1；　Twenty－four　hrs．　after　the　addition　of　T．R．，　II：　after　the　centrifugation．
　　　Total　volume；　2．O　cc，　myosin－B；　1．5　mg／cc，　KCI；　O．16　M．　pH　7．5（veronal－acetate
　　　buff’er）
Thoulet’s　reagent：No．　1，　eontrol．
　”　2，　10－6M・
　，，　3，　2×10－6．
　”　4，5×lo－6”
　，，　5，　lo－or．
　刀　　6，2x10－51J
　e，　7，5×10－s・，
No．
　：）
　）1
　1）
　））
　）｝
　7）
8，　10－4M，
　9，　2×lo－4　，，
10，　5×10－4”
11，　10－3”
12，　2×lo－3　”
13，　5×lo－3”
14，．　lo－2”
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Fig．　1，　b．
，．???
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　コ　 　 　 　 　 　 　　 　Effec七　〇f　Thoulet，s　reagent　on　the　superpreclplta類on・
Other　conditions　same　as　Fig．1，　a．
Twenty－four　hrs．　after　the　addition　of　ATP　and　T．R，
After七he　centrifugation．
ATP：　5×10－4M．
?
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Fig．　Z．　Effect　of　Thoulet，s　reagent　on　the　pre－
　cipitation　of　AM－gel．
o一一〇　a．　Effect　of　T．R．　on　the　isoeleetrie－
　　　　　　preci　pitation　of　AM－gel．
．　一一e　b．　Effeet　of　T．R．　on　the　super－preei－
　　　　　　pitation　of　AM－gel．
Plug－formation　by　super－pp七，；
Plug－formation　by　T．R．　；
Myosin－B：　1．5　mg／cc
KCI：　O．16M
Buff’er　：
ATP：　5×10一一4M
Thoulet，s　reagent：　10－6～10一碧M
Temp：　200C
士　　一ト　　十ト　　1什　　 ．H廿
（一）（±）（廿）．（冊｝
veronal－acetate　buff’er　pH　7．5
clear　phaseが起る。　AM－gelの示したblue－tingeは水様
透明と変り約10秒でaggregationが始まり白色の粒子が
生じ不透明となる。この点状の粒子は融合して短かい糸状
の粗大な物質となり，乱方向のnetwork形成したと思う
と急速にsyneresisに移り，全くiso－dimensionalな栓状
物即ちplugを形成し，凡そ1分で収縮は了わる如く槻察
せられる（plug［冊＞3）・6）・18），lf））・39）・40）。
　沈澱物は白色で層は極めて薄く比沈澱容積は0．1を示す。
　b）超沈澱に対するT．R．の影響：ATP，　T．R．の混合
液をAM－gelに添加すると超沈澱の性状はT．R．の濃度に
よって異なる。
　1）　T．R．10”fS，2×10一（；，　5×10u6M：　clear　phase，　agg－
regationはあまり相異はないがplug－formationはやや
遅れる。収縮が劣るためplugは対照のATPのみの場合
に比しやや型が大ぎくなる（plug冊，＋卜〉。
　2）T．R．　IO　「；，2×10－IM：clear　phaseの出現と持続
時間が若干延長する。aggregatiQnは著明であるが，一層
締りが弱く辛うじてplugを保つ（plug＋）。
　3）T．R．5×10一・’；M：clear　phaseは弱く明らかでない。
aggregationを起したままplugを形成することなく，2
時閥後には沈澱する。aggregatienはやや白色を帯びてい
るが，沈澱物は寧ろAM－gel本来の色に近い（plug士〉。
　4）　T．R．10一’i，2×10”iM：　clear　phase，　aggregation，
plug共に認められない。殆んど変化がないようであるが
沈澱はやや明瞭で，比沈澱容積は0．75を示す。
　5）　［1］．R．5x10－4M：clear　phase，　aggregation共にな
く，T．R．単独の実験成績A．　b）に述べたと同様なturbidity
を認め，不完全なplugが約3時聞で形成せられる（plug（±））。
　6＞T．R．10－3皿以上二10－3Mでは凡そ30分，2×IO一：s
M以上では20分以内にplug－formationを起し約1時間
で完成するようである。
　この場合におけるplugはjelly－1ikeで，その色調もT．R．
単独の場合と類似するが，若干白味を帯びている（plug（÷）
（＋＋）　〈M））D
以上を遠心することにより得られた比沈澱容積が，Fig，
2，b．である。
　図に示す如くT．R．が2×10－4M以下ではT．R．の濃度の
増加とともに沈澱は弱められるが，T．R。が2x10　4M以上
になると，T．R．の濃度の増加にしたがい沈澱が再び強くな
る。
　即ち沈澱曲線は2×10一4Mをpeakとしたr■1を形成する。
　またT．R．が2×10一｛M以上の比沈澱容積はT．R．単独の
場合のそれと砥ぼ一致する。
　実験IL　AM・ATPase　Activityに及ぼすT．R．の影讐
　A．AM－AITPase活性のtime－courseに及ぼす［1］．R．の
　　影響
　a）Fig．3．　a．はAM－ATPase活性のtime－courseを示
す。ATP終濃度5×10－4Mにおける未端P分解の理論値
ぽ31γであるが，本成績において10分値がやや低値であ
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Fig．　3．　Time　course　of　hydcolysis　of　ATP　by
　aetomyosin－ATPase　in　the　presenee　or　ab－
　senee　of　Thoulet’s’　reagent．
　a；　in　the　absenee　of　T．R．
　b；　in　the　presence　of　10一’1］M【T．正し
　Reactionmixture；　2．O　ce
　Myosin－B；　1．O　mg／cc，　KCI；　O．16M，　pH　7．5
　（veronal－acetate　buffer），　ATP；　5×10一；M．
　Temperature；　20”C
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Fig．4．工nhibition　curve　of　AM－A．TPase　act－
　ivity　under　various　coneentration　of　Thou－
　let’s　reagent．
Reaetion－mixture：　2．O　ec
Myosin－B；　1．O　mg／’cc
KCI；　O．16M
pH：7．5　verona1－acetate　bu’ft’er
ATP；　5×10－4M
Thoulet’s　reagent；　5×10H（；，一v　10’3M
Temperature；　20PC
Reaetion－time；　4　min．
Grade　of　super－PPt　by　ATP＝　＋＋＋士一
Grade　of　plug－form．　by　T．R・　：　C＋）　（±）　（一）
るのは主としてATP添加後の振湯操作を排して一定とし
たためと思われる。
　b）Fig．3．　b．はT．R．　10－4M共存下のAM－ATPase活性
のtime・courseで，4分値において50％以上阻害される。
　B．AM－ATPase活性に二：対するT．R．の阻害曲線
　Fig．4に示す如くAM－ATPase　ae七ivityはT．R．の
lO一〇”Mで約5％，10－9Mで凡そ60％，10一：sMでtlt．　IOO％
阻害される。なおT．Rの比色に対する影糾1は誤差の範闘
を出ないが，各濃度においてblankをとり精確を期した。
総括並びに考按
　A．AM・9elに対するT．R．の影響
　Fig．1，　a．及びFig．2．　a．の示す如くAMはpH　7．5，0．16
MKCI環境で等皿洗臥する。この皐実は従来多くの人に
より見られている20’・25＞・27）。
　これにT．R．を作用させるとT．R．濃度が10『4M以下で
は微細なturbidityを示すに過ぎないが，5×10一1M以上
ではAM－gelはplugを形成する。このPlug形成の速度
並びに強さはT．R．の濃度の増加ととも増す。
　落合｛）は先にT．R．によりAM－ge1がplugを形成する
ことを報告するとともに，これに対するAM－gel及びKCl
濃度の影響を詳細に観察した。氏によれば0．1～0．5MK：Cl
下でAMは5×10－4M：以上のT．R．によりplugを形成し，
このplug形威は5×10一2MまでT．R．の濃度の増加に伴な
い増強されるという。
　本威績は落合の成績とほぼ一致する。
　B．超沈澱に対するT．R．の影響
　Fig，1．　b及びFig．2．　b．に示す如くO．16M　KCI’環境下で
AMはATPにより超沈澱する1）一’　3）　・1f；），19）・！o）・27）。　T，R．が共
存すると，その濃度の増加に従い超沈澱の強さは弱はめら
れ，比沈澱容積も大になる。5×10謂Mではplugを形成
することなく隠忍に沈澱するに至る。
　しかしT．R．が5×10－4M以上ではAMは再びplugを
形成し，その強さはT．R．濃度の増加とともに増強し，比
沈澱容程～も小になる。
　超沈澱に対するT．R．の影響についての報告は未だない。
　しかしながらglycero1筋に関して落合13）は，　glycero1
筋のATP収縮は10“’4M以上のT．R．により立明に阻轡さ
れ5×工0－4M　T．R．が存在すればglycerol筋は僅かに1～2
％の収縮を示すに過ぎないことを報告しているa
　著者の成績は，低濃度丁．R．がglycero1筋のみならず
AM－gelに対してもそのATP収縮を阻害するこどを示す
ものであり，落合の観察したglycerol筋の成績は結局
glycerol筋に存在するAMがT．R．に作用された結果，
ATP収縮を阻害されたことによるものと考える。
　また本成績に見られる如く，5×10『4M以上において再
びAMのplug形成が認められ，この傾向は濃度とともに
増加する。
　しかしながら低濃度側（10　’iM以下）の場合のplugと
高濃度側（10－4M以上1のplugとは外観において著明に
異なる。即ち低濃度T．R．の共存の場合のplugは超沈澱的
であるに反して，高濃度側のplugはT．R．単独によるplug
と類似する。従って10一，M以上のT．R．共存下における，
plug形成はATPによるものではなく，T．R．自身の作用に
基づくものであると考えられる。
　故｝こ本成績は，T．R．が一定濃度以下ではATPに．よる
AMの超沈澱を［LR．の濃度の増加とともに阻害するが，さ
らにT．R，の濃度が増せばT，R．自r身によりAMのPlug
形成を起すことを示すものである。
　実際Fig．2．に見られる如く，その仕沈澱容積はT．R．2×
10－4M以上において，　ATPの共存する場合とT．R単独の
蜴・合とでは近似する。
　この事実は以上の見解を裏づけるものである。
　C．AM’ATPaseに対するT．R．の作用
　Fig．3，4．に示す如くAM－ATPase且ctivityはT．R．の
10－5Mで約5％，10－4Mで約60％，10－3Mでは100％阻
害され，阻害曲線はほぼ10－5～10－3Mに亘る一弐阻害の
sigmoidを饗する。
　本成績と前記超沈澱のT．R．による阻害との関係につい
て比較対応すれば，T．R．によるAM－ATPase活性の阻害
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が増加するに従い超沈澱の阻害も増す。
　この事実は，本成績における趨洗澱の【1［階並びに落合1：1）
により報告されたT．R．によるglyceuol筋のATP収縮の
阻・害が，何れもT，R．によるAM－ATPase活性の阻害にPy［’1
濡する如く思われる。
　しかし，5x10－1’M　T．R．ではFig．1．　b，，　Fig．2，　b．，　Fig．
4．の如くATPaSe活性は僅かに20％阻害されるに過ぎな
いにもかかわらず超沈澱堀象は著明に阻害される。かくの
女1－1く，T．R．により超沈澱．現象がATPase活性よりもも強く
阻害される鶏：実；は，T．　R．によるAM－ATP系の収縮阻害は，
T．R．のAM－ATPase活性態態の結果というより，むしろ
T．Rが．　AMの物珊的性質そのものを強く変化することに
起因すると考えられる。
　この関係は，saiyrgan，　pyrophosphate，　oxarsan等｝⊂関
する若狭21））・：1（’），麦倉3匡33’等の成績によく似ている。
　先に落合」5）は，H・merom．yosin：「，）はT．R．により形態変
化を惹起しない事実，及びL－meromyosin36）がATPに
より沈澱しないのに反し，T．R．により著明なPlugを形威
することを観察して，T．R．による．AM系の短縮が主とし
てL－meromyosinの一種の変性に帰せられる可詣li生のあ
ることを示唆した。
　本成績から，ATPase　activityを担うといわれている
H－meromyosinもT．Rにより著明な作用を受けることが
明らかになった。
　AM－ATPase活性が【LR．により著明に阻害される尊実
はAM系に対するT．R．の作用がATPの作用とは異なり，
AMの変性に帰せられることを示すものである。
　なお最近K．　Laki：s7）等もT．R．によるAM系の短縮機構
が，ATPのそれとは異なると述べており，この点に関し
ては落合1「，）及び著者等と同様である。氏等は，T．R．の作
用を主としてKIに帰せしめているが，　K：1はAM溶液の
形態変化をもたらさないことが落合により観察されている
ので，この点は今後なお検討を要する聞題であろう。
　　　　　　　　　　　結　　　論
　1）O．16M　KCI，　pH　7．5環境の超沈澱現象に対する
Thoulet，s　reagentの態度を観察し，　AM－gelの超沈澱が
T．R．により阻害せられる覇：実を確めた。
　2）　Thoulet’s　reagent　es．　AM－AT？ase　aetivity　’taf［S／EL
害し，その阻害曲線は，ほぼ一次阻害のsigmoidを示す。
　3）Thoulet’s　reagentが超沈澱のATP収縮に対して
示す阻害作用はAM－ATPase　activityの阻讐によるより
も，T．R．がAMの物理的特性そのものを強く変化するこ
とに起因すると考えられる。
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